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商 要 :【 目 的) 本 研究 旨 在 阐明 长 足 大 人 狂人 象 Cyrtotrachelus buqueti 内 切 葡 聚 糖 酶 最 适 反应 条 件 ,并 挖 
e 消化 道内 切 葡 聚 糖 酶 关键 基因 。【 方 法 】 采 用 3,5- RK ER ( DNS) 法 ， XAR 
甲 基 纤 维 素 钠 (MC ) 为 反应 底 物 的 单 因素 和 正 交 优化 试验 测定 内 切 葡 聚 糖 酶 反应 的 最 适 条 件 。 通 
过 对 长 足 大 人 竹 象 发 育 转录 组 内 切 葡 聚 糖 酶 编码 基因 进行 生物 信息 学 分 析 , 并 将 基因 表达 量 
性 数据 进行 关联 分 析 , 筛选 出 发 育 时 期 中 关键 内 切 葡 聚 糖 酶 基因 ,采用 实时 英 光 定量 PCR 对 不 同 
发 育 时 期 长 足 大 竹 象 消化 道内 切 葡 如 必 禄 酶 关键 基因 表达 量 进 行 验证 确定 。 【 结果】 研究 表明 ,长 足 
大 人 竹 象 成 由 内 切 葡 聚 糖 酶 的 最 适 反应 条 件 为 :温度 45% ,pH 5.6, 底 物 浓度 2% , 酶 比 活力 59. 85 U/ 
mg (JE) fe 52. 87 U/mg (ZE) ;幼虫 内 切 葡 聚 糖 酶 的 最 适 反应 条 件 为 :温度 35% ,pH 4.8, 底 物 浓 度 
2% , 酶 比 活力 38.34 U/mg。 筛 选 出 长 足 大 竹 象 消化 道内 切 葡 聚 糖 酶 关键 基因 c64192_gl 和 
c57057_g1。 实 时 英 光 定 量 PCR 结果 表明 c64192_gl 和 c57507_gl 基因 在 成 虫 时 期 表达 量 高 于 幼 
Xs [2538] 长 足 大 人 竹 象 只 雄 成 器 的 内 切 葡 聚 糖 酶 比 活力 均 高 于 幼虫 ,存在 两 个 影响 内 切 葡 聚 糖 酶 
活性 的 关键 基因 c64192_gl 和 537507_g1 。 这 些 研 究 成 果 丰 富 了 内 切 葡 聚 糖 酶 来 源 ,并 为 长 足 大 人 竹 
象 内 切 葡 聚 糖 酶 异 源 表达 提供 数据 参考 ,进而 为 木质 纤维 素 预 处 理 和 生物 质 能 源 的 开发 利用 商定 
理论 基础 。 
关键 词 : 长 足 大 人 竹 象 ; 内 切 葡 聚 糖 酶 ; 基因 表达 ; 酶 活性 ; 正 交 优化 
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Determination of the optimal reaction conditions of endoglucanases from 
Cyrtotrachelus buqueti ( Coleoptera: Curculionidae ) and screening of 


their key genes 
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Abstract: [ Aim] This study aims to investigate the optimal reaction conditions of endoglucanases from 
Cyrtotrachelus buqueti, and to explore the key genes of endoglucanases in the gut of C. buqueti. 
[ Methods] Single factor and orthogonal optimization experiments were carried out. The optimal reaction 
conditions for endoglucanases were determined by using 3, 5-dinitrosalicylic acid ( DNS) method with 
sodium carboxymethyl cellulose ( MC) as the substrate. The endoglucanase-encoding gene sequences in 
the transcriptomes of different developmental stages of C. buqueti were subjected to bioinformatics 
analysis. Through correlation. analysis between gene expression level and enzyme activity, key 


endoglucanase genes in different developmental stages of C. buqueti were screened. And the expression 
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levels of key genes of endoglucanases in the gut of C. buqueti of different developmental stages were 
validated by using qRT-PCR. [Results] The results showed that the optimum reaction conditions for 
endoglucanases in C. buqueti adults were 45?C , pH 5. 6, and 2% substrate concentration, with the 
enzyme activity of 59. 85 and 52. 87 U/mg in female and male, respectively, while the optimum reaction 
conditions for endoglucanases in C. buqueti larvae were 35°C , pH 4. 8, and 2% substrate concentration , 
with the enzyme activity of 38. 34 U/mg. Moreover, two key endoglucanase genes, c64192 gl and 
c57057 gl, were identified, and they exhibited higher expression level in adults than in larvae. 
[ Conclusion] The endoglucanase activities in female and male adults of C. buqueti are higher than that in 
larvae, and two key genes, c64192. gl and c57057 gl, affecting the endoglucanase activity in C. 
buqueti were screened. These foundings enrich the endoglucanase source and provide data reference for 
the heterologous expression of endoglucanase gene in C. buqueti, laying a foundation for the pretreatment 
of lignocellulose and the development and utilization of biomass energy. 


Key words: Cyrtotrachelus buqueti; endoglucanase; gene expression; enzyme activity; orthogonal 
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optimization 


位 纤维 作为 一 种 绿色 纯 天 然 纤 维 ,其 主要 成 分 
有 纤维 素 . 半 纤维 素 和 木质 素 , 可 用 于 纺织 业 、 造 纸 
业 等 , 竹 纤维 同时 也 是 一 种 可 再 生 资 源 , 储量 巨大 ， 
可 转化 为 清洁 生物 质 能 源 乙醇 等 (Ahmad et al., 
2011; Chung and Wang, 2017) 。 然 而 竹 纤维 结构 的 
复杂 性 及 处 理 人 竹 纤维 过 程 中 纤维 素 酶 催化 效率 低 ， 
成 为 人 竹 纤维 能 源 化 利用 过 程 中 的 难题 ( Liew et al., 
2017; Sharma et al., 2017) , 

VUL CREBRIS ZT 2f ZR BI P RU E SE 2H 7T, RE 
降解 纤维 素 生成 葡萄 糖 ,并 在 纤维 素 分 子 的 内 部 非 
结晶 区 发 挥 作 用 ,迫使 纤维 素 末端 裸露 ,同时 还 能 将 
纤维 素 链 内 部 的 葡 聚 糖苷 键 水 解 断 开 ,从 而 利于 外 
切 简 聚 糖 酶 发 挥 作用 进而 促进 纤维 素 的 水 解 
(Zverlov et al., 2005 ; Oppert et al., 2010) 。 近 年 来 
越 来 越 多 的 研究 致力 于 探索 新 型 内 切 和 葡 聚 糖 酶 ,并 
通过 基因 工程 等 手段 体外 大 量 获得 酶 ,应 用 于 木质 
纤维 素 预 处 理 和 酶 水 解 。 研 究 报 道内 切 葡 聚 糖 酶 基 
因 克 隆 到 巨大 芽孢 杆菌 Bacillus megaterium 中 ,可 以 
在 菌落 中 实现 基因 的 高 表达 ( 陈 惠 等 ，2008 ) ; Yin 
等 (2015 ) 从 Thermobifida halotolerans 中 经 克隆 得 到 
在 较 广 pH 范围 内 (4 -12) 能 够 保持 结构 稳定 的 内 
切 简 聚 糖 酶 基因 ; Zhang 等 (2010) 研 究 台 湾 泌乳 白 
下 Coptotermes formosanus 的 两 种 重组 内 源 糖 基 水 解 
酶 在 大 上 肠 杆 菌 Kscherichia coli 中 表达 ,成 功 将 纤维 
素 转化 为 葡萄 糖 ,同样 Todaka 等 (2009 ) 将 来 自 栖 北 
散 白蚁 Reticulitermes speratus 共生 体 的 内 切 葡 聚 糖 
酶 (GH 家 族 7) 在 米 曲 霉 中 表达 也 显示 出 具有 相似 
的 性 质 ; 杨 天 龙 等 (2017 ) 克隆 独 龙 牛 瘤胃 细菌 纤维 
素 酶 基因 得 到 活力 较 高 的 内 切 葡 聚 糖 酶 ,为 开发 新 

























































































型 纤维 素 酶 提供 了 新 的 依据 。 将 微生物 和 动物 内 切 
葡 聚 糖 基因 克隆 并 成 功 表达 已 有 许多 报道 ,这 些 研 
究 成 果 被 广泛 运用 于 能 源 、 食 品 等 行业 ,并 发 挥 了 
要 作用 (Huang et al., 2015; Wei et al., 2015; Jain 
and Agrawal, 2018) 。 

在 自然 界 中 ,能 有 效 利用 植物 生物 质 的 系统 被 
称 为 “天 然 生 物质 利用 系统 ”( natural biomass 
utilization system, NBUS) ,其 中 食 草 哺乳 动物 和 取 
食 木 质 纤 维 素 的 昆虫 是 最 具 研 究 价 值 的 NBUS ,可 
为 木质 纤维 素 生 物质 降解 转化 提供 新 思路 ( Geng et 
al., 2018)。 长 足 大 竹 象 Cyrtotrachelus buqueti 作为 
一 种 专 一 性 取 食 竹 筹 的 昆虫 (Luo et al., 2018), fF] 
时 也 可 作为 一 种 天 然 生 物质 利用 系统 ,研究 其 对 竹 
纤维 的 降解 作用 。 因 此 本 研究 以 长 足 大 竹 象 为 研究 
对 象 ,探究 其 内 切 芽 聚 糖 酶 及 编码 基因 特性 ,通过 设 
计 单 因素 和 正 交 试验 探究 酶 活 特 性 ,揭示 内 切 葡 聚 
糖 酶 及 其 编码 基因 在 昆虫 消化 道 的 表达 模式 和 酶 反 
应 的 最 适 条 件 ,为 竹 纤维 生物 质 能 源 的 转化 和 生产 
提供 新 的 酶 资源 和 研究 思路 。 















































1 材料 与 方法 


1.1 供 试 昆虫 

长 足 大 人 竹 象 昆虫 样本 于 2018 年 7 月初 在 四 川 
省 沐 川 县 (103°90'N, 28?97' E) RE , HRR HY ll c 
于 实验 室 养殖 待 出 土 后 3 d 用 于 实验 ( 杨 桦 等 ， 
2015), 
1.2 仪器 与 试剂 

酶 标 仪 (Molecular Devices; SpectraMax@ 190), 
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PCR {X ( ABI StepOnePlus"" Real-Time 
公司 产品 , 货 


实时 灭 光 定量 
PCR System) ,高 速 冷冻 离心 机 (Sigma 
号 : 3K15) ,恒温 混 匀 仪 ,pH 仪 。 

3,5- 二 硝 基 水 杨 酸 (DNS) (麦克 林 试 剂 公司 产 
品 , 货号 : D807260), $8 4j ë [ D-( + )-glucose ] 
(Sigma 公司 产品 , 货号 : G8270-100G) ,标准 蛋白 质 
( BSA) ( Sigma 公司 产品 ,货号 : A6003 ) , Coomassie 
Brilliant Blue G-250 ( AMRESCO 公司 产品 ,货号 : 
0615) , $R FH 3E £T ZfE z 4H ( carboxy methyl cellulose ) 
( Acros 公司 产品 ,货号 : 332601000) ,柠檬 酸 缓冲 液 
(pH 5. 6) ( Panera 公司 产品 ,货号 : AAPR29-A100 ) ， 
Trizol 试剂 (Invitrogen 公司 产品 ,货号 : 15596026) ， 
TaKaRa 反 转 录 试 剂 盒 ( PrimerScript^" RT Reagent 
Kit C with gDNA Eraser) ( TaKaRa 公司 产品 ,货号 
RRO47A), Talent 荧光 定量 检测 试剂 盒 (SYBR 
Green) [ 天 根 生 化 科技 (北京 ) 有 限 公 司 产品 ,货号 : 
FP209] 。 
1.3 THESE Pe BUS BS i HU XE 

将 长 足 大 人 竹 象 饥饿 处 理 24 h 后 用 于 酶 活性 测 
定 。 分 别 取 40 头 肉 成 虫 . 雄 成 虫 及 幼虫 ,在 紫外 灯 
照射 30 min 后 的 超 净 工作 台 内 解剖 出 消化 道 ,放置 
于 无 苦水 及 生理 盐水 中 清洗 3 ~5 次 。 将 消化 道 整 
段 在 冰 水 浴 环 境 下 人 研磨 至 匀 浆 ,4%C 4 000 r/min Bj 
心 10 min ,上 清 液 经 0.22 um 滤 膜 过 滤 灭 菌 后 作为 




















粗 酶 液 , 放 于 -200C 的 冰箱 中 以 备 使 用 ( 候 玉 柱 等 ， 
2015), 。 所 有 实验 生物 学 重复 4 次 。 标 准 曲线 的 绘 


制 : 采 用 Bradford 法 制作 蛋白 质 标 准 曲 线 ( Vincent 
表 1 





and Nadeau, 1983) ,建立 蛋白 质 标准 曲线 方程 : y = 
3.785x - 0. 0028 ( R° 20. 9968) 。 采 用 3,5- 二 硝 基 
水 杨 酸 (DNS ) 法 制作 葡萄 糖 标准 曲线 (Breuil and 
Saddler, 1985; Sengupta et al., 2000) ,建立 葡萄 糖 标 
准 曲 线 方程 : y 20. 9779x -0. 0252 (R° 20.9924) 。 

以 凑 甲 基 纤 维 素 钠 作为 反应 底 物 ,0. 1 mol/L 
柠檬 酸 缓冲 液 为 溶剂 ,分 别 取 50 pL 酶 液 和 950 pL 
底 物 充分 混 匀 ,恒温 水 浴 中 反应 后 加 入 1.5 mL DNS 
终止 反应 ,经 过 沸水 加 热 5 min 后 定 容 至 20 mL。 对 
照 组 酶 液 为 100%C 灭 活 酶 液 ,其 余 步 又 均 相 同 ,每 组 
实验 进行 4 次 重复 ,测定 540 nm 下 的 吸光 值 ( 许 利 
E, 2012)。 定 义 内 切 葡 聚 糖 酶 活性 单位 :反应 底 物 
在 相应 温度 下 反应 ,每 分 钟 酶 促 水 解 反应 产生 
1 pmol 和 葡萄 糖 的 酶 量 。 

酶 解 生 成 葡萄 糖 含量 = (实验 组 还 原 糖 含量 - 
对 照 组 还 原 糖 含量 ) x20; 

酶 活性 (U/mL) = 生成 葡萄 糖 的 含量 (mg)/ 反 
应 时 间 (min)Z 所 用 酶 液 量 (mL)Z0. 18 mg/ pmol; 
酶 比 活力 (U/mg) = 酶 活性 (U/mL )/ 酶 浓度 
( mg/mL) 。 

以 不 同 温度 (20, 25, 30, 35, 40 和 45% ) .pH 
(3.6, 4.0, 4.4, 4.8, 5.2, 5.6, 6.0 和 6.4) 和 底 
物 浓 度 (0.125% , 0.2596 , 0.596 , 1.096 和 2% ) i 
置 单 因 素 试验 ( 表 1) ,通过 长 足 大 象 内 切 葡 聚 糖 酶 
活性 变化 趋势 ,依次 确定 最 适 底 物 浓度 、 最 适 反 应 温 
度 和 最 适 反 应 pH ,从 而 得 出 长 足 大 竹 象 内 切 葡 聚 糖 
酶 活性 的 单 因 素 试验 最 适 理论 条 件 。 

































































本 研究 单 因素 试验 设计 的 实验 因素 和 处 理 水 平 


Table 1 Experimental factors and treatment levels of the single factor experimental design in this study 


自 变 量 


序号 Serial no. 






































Independent 反应 条 件 
variable Reaction conditions 1 2 3 4 5 6 7 8 
日 值 pH value 5.2 
底 物 浓度 底 物 浓度 Substrate concentration ( 96 ) 0.125 0.25 0.5 1.0 2 
Substrate 底 物 量 Substrate quantity ( uL) 950 
concentration ”反应 温度 Reaction temperature (°C ) 35 
酶 量 Enzyme amount ( pL) 50 
H {Ë pH value 5.2 
PEU 底 物 浓度 Substrate concentration ( 96 ) 1.0 
反应 温度 底 物 量 Substrate quantity ( pL) 950 
Temperature ee : 
反应 温度 Reaction temperature (°C ) 20 25 30 35 40 45 
酶 量 Enzyme amount ( uL) 50 
H {Ë pH value 3.6 4.0 4.4 4.8 5.2 5.6 6.0 6.4 
底 物 浓度 Substrate concentration ( 96 ) 1 
反应 pH 底 物 量 Substrate quantity ( uL) 950 
Reaction pH 用 于 成 虫 的 反应 温度 Reaction temperature for adult (°C ) 35 
用 于 幼虫 的 反应 温度 Reaction temperature for larva (°C ) 25 
酶 量 Enzyme amount ( pL) 50 
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1.4 ”转录 组 数据 来 源 、 内 切 葡 聚 糖 酶 编码 基因 的 获 
得 及 转录 组 表达 谱 分 析 

杨 桦 等 (2017 ) 发表 了 长 足 大 人 竹 象 的 发 育 转 录 
组 ,其 中 包括 卵 、. 幼 虫 . 晴 、 雌 成 虫 及 雄 成 虫 4 个 发 育 
阶段 5 种 不 同 虫 态 。 本 文 从 NCBI E PARK XT 
象 发 育 转 录 组 数据 (登录 号 : SRX2442141 - 
SRX2442155 ) 。 

转录 组 Unigene 当中 有 18 941 条 序列 注释 到 了 
NCBI 的 NR 数据 库 , 提 取出 比 对 上 的 NR 库 的 蛋白 
ID ,通过 Batch Entrez ( https : // www. ncbi. nlm. nih. 
gov/sites/ batchentrez? ) 提取 对 应 的 蛋白 序列 作为 
Unigene 翻译 而 成 的 蛋白 序列 。 之 后 通过 这 批 蛋 白 
序列 来 寻找 潜在 的 碳水 化 合 物 酶 。 预 测 的 数据 库 ， 
来 自 dbCAN (http: // csbl. bmb. uga. edu/dbCAN/) , 
该 数据 库 给 出 了 各 种 碳水 化 合 物 酶 结构 域 构 建 的 隐 
马尔 科 夫 模型 索引 文件 ,采用 hmmscan 对 所 有 和 蛋白 
进行 预测 ,预测 的 value HEA le - 5。 筛选 出 注 
释 为 “Endoglucanase” 的 所 有 基因 ,采用 MeV 4.9.0 
软件 (Saeed et al., 2003) 分 析 Endoglucanase 基因 在 









































不 同 发 育 时 期 的 相对 表达 丰 度 值 ,剔除 表达 丰 度 低 
于 1 的 基因 ,利用 默认 设置 制作 热 图 。 
1.5 ”实时 荧光 定量 PCR 

一 共 15 头 雄 成 虫 ,15 头 肉 成 虫 ,15 头 幼虫 (其 
中 每 5 头 虫 做 混 样 ,重复 3 次 ) 用 于 RNA 提取 ,利用 
Trizol 试剂 按照 说 明 书 步骤 从 长 足 大 竹 象 消化 道中 
提取 总 RNA。 利 用 TaKaRa 反 转 录 试 剂 盒 
PrimerScript^" RT Reagent Kit Cwith gDNA Eraser 合 
成 cDNA。 采 用 实时 殉 光 定量 PCR. [X (Step One 
Plus) 进行 实时 荧光 检测 。 用 于 qRT-PCR 分 析 的 引 
物 ( 表 2) 采 用 Primer Premier 5. 0 设计 ,由 北京 擎 科 
生物 科技 有 限 公司 合成 。E7-a 作为 内 参 基 因 (Luo 
ef al., 2018) 。 

实时 获 光 定量 反应 体系 为 20 uL: cDNA 模板 
1 uL, SYBR Green 10 uL, H,O 7.4 pL, 上 下 游 引物 
(10 hmolL) 各 0.8 uL, DRE : 95°% 预 变性 10 
min, 95% 变性 30 s, 55% 退火 30 s, 72%C 延伸 45 s, 
共 35 次 循环 。 所 有 实验 均 重 复 3 次 ,并 通过 相对 定 
量 法 2 "法 进行 分 析 目 的 基因 表达 量 。 




















表 2 实时 荧光 定量 PCR 所 用 引物 序列 
Table 2 Sequences of primers used in qRT-PCR 








基因 Gene 正 向 引物 Forward primer (5' 23") 有 反 向 引物 Reverse primer (5' -3^) 
c64192 gl GCTGCCAACATTGCGTTCATA GACTCGGGTAAATCAGGACAAGAA 
c57507 gl GTCAAGCATCCACTACCAGATACT TCCGCCACCATCACATCC 
EFI-a AAGAATGGACAGACTCGTGAAC AATGGAACAGCAGCAGGATT 
1.6 数据 分 析 2.1.2 最 适 温度 :根据 表 1 的 实验 设计 ,以 羧 甲 基 


采用 SPSS 19.0(IBM Corporation, Inc., Armonk, 
NY, USA) 进行 数据 分 析 。 描 述 性 数据 表示 为 平均 
(E e ENEYRCSE) 。 比 较 两 组 间 差 异 采 用 上 检验 , 利 
用 方差 分 析 法 比较 两 组 以 上 数据 差异 ,P «0.05 表 
示 统 计 学 上 的 显著 差异 。 对 数据 进行 因子 分 析 , 对 
主 成 分 分 析 的 因子 得 分 值 并 进行 制作 Proa 分 析 图 。 
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2.1 单 因素 试验 确定 的 长 足 大 人 竹 象 内 切 葡 聚 糖 酶 
反应 最 适 条 件 

2.1.1 最 适 底 物 浓度 :根据 表 1 的 实验 设计 ,将 长 
足 大 竹 象 消化 道 粗 酶 液 与 不 同 浓度 的 底 物 送 甲 基 纤 
维 素 钠 在 温水 浴 (35%C , pH 5.2) 中 反应 15 min。 结 
果 表 明 , 随 底 物 浓 度 的 升 高 内 切 葡 聚 糖 酶 比 活力 都 
在 逐渐 上 升 ,尽管 在 2% 底 物 浓度 时 仍 有 上 升 趋势 ， 
但 上 升 趋势 已 变 得 很 平缓 (图 1)。 因 此 ,长 足 大 人 竹 
象 成 由 和 幼虫 内 切 葡 聚 糖 酶 最 适 底 物 浓度 为 1% 。 














纤维 素 钠 溶液 作为 反应 底 物 在 恒温 水 浴 锅 中 反应 
15 min(1% 底 物 浓度 ;pH 5.2) ,图 2 所 示 为 3 种 粗 
酶 液 的 内 切 纤维 素 酶 活性 随 温 度 的 变化 趋势 ,可 以 
发 现 , 随 温度 的 升 高 , 酶 比 活力 逐渐 上 升 ,成 由 和 幼 
虫 分 别 在 35 和 250C 时 达到 最 大 ,由 此 可 以 确定 ， 
35 忆 是 长 足 大 竹 象 成 虫 内 切 葡 聚 糖 酶 的 最 适 反应 温 
JE ,25*C 为 幼虫 内 切 简 聚 糖 酶 最 适 反应 温度 。 

2.1.3 最 适 pH: 根 据 表 1 的 实验 设计 ,以 不 同 pH 
下 1% 的 羧 甲 基 纤 维 素 钠 为 反应 底 物 与 粗 酶 液 在 恒 
温水 浴 箱 中 反应 15 min( 幼 虫 25Y ,成 虫 35% ) ,如 
图 3 所 示 , 横 坐 标 为 不 同 梯度 pH 值 , 纵 坐标 为 测 得 
对 应 内 切 纤维 素 酶 比 活 力 。 从 图 3 内 切 纤维 素 酶 活 
性 变化 趋势 可 以 看 出 , 随 pH 值 的 逐渐 升 高 ,长 足 大 
竹 象 内 切 葡 聚 糖 酶 比 活 力 先 逐渐 升 高 再 降低 , 雌 成 
虫 在 pH 4. 8 时 酶 比 活力 达到 峰值 , 雄 成 由 和 幼虫 内 
切 葡 聚 糖 酶 活性 在 pH 5.2 时 达到 峰值 。 因 此 , 雌 成 
虫 内 切 葡 聚 糖 酶 最 适 反应 pH 为 4.8, 雄 成 忠和 幼虫 
内 切 簿 聚 糖 酶 的 最 适 pH 为 5.2。 
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Fig. 1 








A: MERE Female adult; B: 雄 成 虫 Male adult; C: 幼虫 Larva. 图 中 数据 表示 平均 值 上 标准 误 ; 不 同 字母 表示 不 同 处 理 间 差异 性 显著 (P «0.05, 


Duncan 氏 检 验 ) Data in the figure are mean + SE, and different letters mean significant differences among different treatments ( P «0. 05, Duncan’ s 





test). 图 2 和 3 [rH] The same for Figs. 2 and 3. 
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图 2 不 同 温 度 下 长 足 大 竹 象 内 切 葡 聚 糖 酶 比 活力 变化 趋势 


Fig. 2 Change trends of specific activity of endonuclease in Cyrtotrachelus buqueti under different temperatures 


A: WWE Female adult; B; HERH 
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图 3 不 同 pH 下 长 足 大 人 竹 象 内 切 简 聚 糖 酶 比 活力 变化 趋势 


Fig. 3 Change trends of the specific activity of endonuclease in Cyrtotrachelus buqueti under different pH 


A: WWE Female adult; B; HERH 





2.1.4 单 因素 试验 结果 : 单 因 素 试验 结果 表明 ,长 
足 大 竹 象 内 切 葡 聚 糖 酶 的 酶 反应 的 最 适 条 件 的 单 因 
素 组 合 为 : 峻 成 虫 中 内 切 葡 聚 糖 酶 反应 pH 4. 8 , 温 
度 为 357 , 底 物 浓度 为 1% ; 雄 成 虫 中 内 切 葡 聚 糖 酶 
反应 pH 5.2 ,温度 为 35Y , 底 物 浓度 为 1% ;幼虫 中 
VEI fI ROBAR c. pH 5.2, 温 度 为 25%C , 底 物 浓度 
为 1% ANOVA 分 析 单 因素 试验 结果 ,结果 表明 温 
度 .pH 与 底 物 浓度 3 种 因素 对 长 足 大 人 竹 象 内 切 葡 糖 








E Male adult; C; 幼虫 Larva. 








酶 活性 都 具有 显著 影响 (P <0. 05 ) 。 根 据 单 因 素 试 
验 分 析 结 果 , 选 定 此 3 种 因素 并 设计 正 交 试验 优化 
内 切 葡 聚 糖 酶 反应 条 件 。 
2.2 正 交 试验 确定 的 长 足 大 竹 象 内 切 葡 聚 糖 酶 反 
应 最 适 条 件 

根据 单 因 素 试 验 最 佳 结果 ,依然 选取 反应 温度 、 
pH 和 底 物 浓度 3 个 因素 ,对 长 足 大 人 竹 象 内 切 葡 聚 糖 
酶 解 条 件 设 定 三 因素 四 水 平 正 交 优化 试验 ( 表 3)。 





























10 3 EWE: 长 足 大 竹 象 内 切 葡 聚 糖 酶 最 适 反应 条 件 的 确定 及 其 关键 基因 的 筛选 1155 














根据 正 交 结果 的 酶 比 活力 结果 和 方差 分 析 ( 表 3 和 
表 4) ,长 足 大 竹 象 幼虫 . 雌 虫 及 雄 虫 内 切 簿 聚 糖 酶 
解 活性 的 影响 因素 顺序 均 为 pH > 温度 > 底 物 浓度 ， 
其 中 影响 最 大 的 为 pH。3 个 因素 对 成 虫 酶 活性 均 
有 显著 影响 (已 <0. 05 ) ,而 对 幼虫 酶 活性 均 无 显著 
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影响 (P >0.05) 。 长 足 大 竹 象 成 虫 内 切 葡 聚 糖 酶 反 
应 最 适应 条 件 的 组 合 为 A,B,C, BI ii E 45Y , pH 
5. 6 , 底 物 浓度 为 2% ;幼虫 中 内 切 葡 聚 糖 酶 的 最 适 
反应 条 件 组 合 为 A, B.C, , 即 温度 35%C ,pH 5.6, 底 物 
浓度 为 2%。 


表 3 本 研究 正 交 试验 结果 


Table 3 Results of the orthogonal experiments in this study 





























KÆ Factor 酶 比 活 力 Specific enzyme activity ( U/mg) 
编号 温度 浓度 E F 
No. m m PE De Nu MEg i 幼虫 
(B) Female adult Male adult Larva 
(A) (C) 
1 Ai B, C, 22.56 +1.39 22.45 +7.51 22.30 +4.32 
2 Ai B, C; 35.05 +0.46 30.42 € 2.09 24.23 +9.53 
3 Aj B; Cs 49.36 +4.84 42.64 +8.4 36.60 +12.70 
4 Ai B, C, 51.97 «3.86 47.83 +7.69 36.01 +5.78 
5 A, B, C, 27.01 +3.55 30.63 +8.14 26.59 x 7.43 
6 A, B, C, 21.96 +0.97 34. T] +9.64 22.94 +1.39 
7 A, B, C, 57.61 +5.81 49.04 +7.89 38.35 +0.87 
8 A, B, Cs 56.01 +3.94 39.75 +4.59 35.98 +2.13 
9 A3 B, Cs 49.36 +0.84 43.47 +8.24 24.72 +1.44 
10 A3 B, C, 55.97 +2.02 53.99 +8.19 33.74 +2.92 
11 A3 B, C, 53.22 +3.39 53.46 +12.39 30.96 +1.22 
12 A3 B, C, 48.17 +4.39 49.53 +8.54 20.19 x4.91 
13 A4 B, C, 36.97 +8.41 32.79 +9.94 25.82 +1.67 
14 A4 2 Cs 36.76 +2.58 33.8 +2.92 29.19 +4.63 
15 A4 B, C, 42.08 +1.78 43.96 x 11.57 24.59 +4.0 
16 A4 B, C, 41.56 +2.07 43.06 +3.86 20.88 +5.99 


A1: 25/0; A5: 35/0; A4: 4590; A4: 55C; Bj: pH4; B: pH4.8; B,: pH 5.6; B,: pH 6.4; Ci: 0.2596 ; C5: 0.596 ; C4: 196 ; C4: 2%. 


表 4 本 研究 正 交 试 验 结果 方差 分 析 


Table 4 Results of variance analysis of the orthogonal experiments in this study 
































昆虫 发 育 阶段 平方 和 均 方 F (ü P fü 
Developmental stage of insect Sum of square Mean square F value P value 
MES WERE Female adult 383.382 127.794 5.482 0.037 
温度 二 
HERE Male adult 488. 830 162. 943 15.759 0. 003 
Temperature 
幼虫 Larva 80. 843 26.948 2.517 0.155 
" 此 成虫 Female adult 812.320 270. 773 11.615 0.007 
H 
à 雄 成 虫 Male adult 552.338 184. 113 17.807 0.002 
pH value 
幼虫 Larva 124.602 41.534 3.879 0.074 
底 物 浓度 此 成虫 Female adult 725.106 241.902 10.376 0. 009 
Substrate 雄 成 虫 Male adult 148.609 49. 536 4.79] 0.049 
concentration 幼虫 Larva 293.774 97.925 9.146 0.012 





2.3 单 因 素 与 正 
比 活力 的 比较 
为 了 比较 正 交 试验 最 适 条 件 与 单 因 素 最 适 条 
件 ,本 文 分 别 重新 测定 了 这 两 种 条 件 下 的 酶 活性 。 
结果 表明 , 正 交 试验 最 适 组 合 条件 比 最 适 单 因 素 组 


交 试 验 最 适 条 件 下 内 切 葡 聚 糖 酶 








合 条 件 下 测 得 长 足 大 竹 象 内 切 葡 聚 糖 酶 比 活力 更 
高 , 且 成 虫 中 显著 差异 (P<0.05)。 同 时 无 论 正 交 
试验 最 适 条 件 还 是 单 因素 最 适 条 件 下 ,内 切 葡 聚 糖 
酶 活性 均 表 现 为 雌 成 虫 > HERE > 幼虫 (图 4) 。 
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图 4 最 适 单 因素 组 和 正 交 试验 最 适 组 条 件 下 
长 足 大 竹 象 内 切 葡 聚 糖 酶 比 活力 


Fig. 4 Specific activity of endoglucanase in Cyrtotrachelus 





buqueti under the conditions of the best single factor 
group and optimal orthogonal experimental group 
图 中 数据 表示 平均 值 上 标准 误 ; 柱 上 星 号 表示 对 最 适 单 因 素 组 
合 和 正 交 试验 最 适 组 合 条 件 下 酶 比 活力 间 的 差异 性 显著 分 析 
(*P«0.05; 6P 20.05; r 535) Data in the figure are mean + 























SE. The asterisk above bars indicates significant difference in the 
specific enzyme activity between the best combination of the single 
factor combination and the orthogonal experiment ( * P < 0. 05; 


NS P $0.05; t-test). 


2.4 ”基于 长 足 大 人 竹 象 转录 组 的 内 切 葡 聚 糖 酶 基因 
筛选 及 表达 模式 分 析 

内 切 葡 聚 糖 酶 基因 在 酶 解 过 程 中 有 关键 作用 。 
为 了 确定 内 切 葡 聚 糖 酶 基因 ,从 长 足 大 人 竹 象 发 育 转 
录 组 中 以 “Endoglucanase ”为 关键 词 进 行 筛选 ,最终 
得 到 27 个 基因 ( 表 3)。 通 过 CAZyme 
( Carbohydrate-Active enZ Ymes) 数据 库 ,经 过 比 对 发 
现 这 些 基 因 编 码 的 蛋白 质 主要 属于 糖苷 水 解 酶 
Glycoside Hydrolase 5, Hydrolase 9, 
Glycoside Hydrolase 45 和 Glycoside Hydrolase 74, 

为 了 探究 这 些 基因 在 长 足 大 人 竹 象 发 育 过 程 中 的 
表达 模式 ,采用 MeV 4.9.0 软件 绘制 基因 表达 热 图 
(图 5) 。 如 图 5(A) 所 示 , 大 多 数 基 因 表 达 丰 度 很 低 
且 在 不 同 的 发 育 时 期 没有 明显 变化 。 选 择 10 个 表 
达 量 相对 较 高 的 基因 进行 分 析 ( 图 5: B)。 结 果 表 
明 , 这 些 基因 表达 量 在 幼虫 和 成 虫 ( 具 和 雄 ) 时 期 明 
显 高 于 卵 和 晴 期 。 同 时 ,c64192_gl 和 c57507_gl 基 
因 在 幼虫 和 成 虫 时 期 的 表达 量 显著 高 于 其 他 基因 ， 
推测 其 可 能 发 挥 重要 作用 。 
2.5 内 切 葡 聚 糖 酶 关键 基因 的 确定 及 其 表达 分 析 

为 探究 影响 长 足 大 竹 象 消化 道内 切 葡 聚 糖 酶 比 
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活力 的 关键 基因 ,通过 SPSS 软件 对 10 个 高 表达 基 
的 表达 量 与 酶 活性 的 关联 进行 主 成 分 分 析 ,首先 
对 长 足 大 足 象 幼 虫 和 雌雄 成 虫 内 切 葡 聚 糖 酶 基因 表 
达 量 进行 KMO 和 Bartlett 检验 ,结果 表明 KMO 值 都 
小 于 0.7( 本 模型 的 值 为 0.517) , 且 尸 值 <0.001， 
表明 原始 数据 有 重合 性 以 及 变量 之 间 具 有 相关 性 。 
进行 因子 分 析 结 果 显 示 , 长 足 大 竹 象 消化 道内 切 葡 
聚 糖 酶 基因 中 c64192 gl 和 c57507 gl Auk 5 
活性 呈 显 著 正 相关 。 再 对 成 分 因子 的 最 大 方差 进行 
公 因 子 的 旋转 提取 出 3 个 主要 公 因 子 进 行 PCoA 分 
析 ( 图 6: C) ,Pl 和 P2 主 坐 标 轴 解释 了 基因 样本 总 
方差 的 77.738% ,显示 出 幼虫 与 成 虫 基因 表达 的 巨 
大 差异 。 

随后 对 内 切 葡 聚 糖 酶 基因 表达 量 与 酶 活性 进行 
Pearson 相关 性 分 析 ( 表 6) ,结果 表明 c64192 _gl， 
c57507_gl 和 c66553 gl 基因 与 酶 活性 呈 显 著 正 相 
关 (P «0.05) , 正 向 影响 内 切 葡 聚 糖 酶 活性 ,结果 与 
主 成 分 分 析 一 致 ;基因 c65964_g2, c54388_g2 和 
065934 gl 表达 量 与 酶 活性 呈 显 著 负 相关 (P < 
0.05 ) 。 结 合 结果 图 5(B) ,表明 基因 064192. gl 和 
c57507. gl 为 影响 内 切 葡 聚 糖 酶 活性 的 关键 基因 。 
同时 ,本 研究 运用 qRT-PCR 检测 这 两 个 基因 在 峻 成 
虫 . 雄 成 虫 和 幼虫 肠 道中 的 表达 量 (图 6: A, B). 
结果 表明 ,ec64192_gl 和 57507_gl 基因 在 成 虫 时 期 
表达 量 高 于 幼虫 , 与 转录 组 和 酶 活性 结果 相符 。 经 
过 上 述 验证 ,选择 长 足 大 竹 象 消化 道内 切 葡 聚 糖 酶 
基因 c64192_gl 和 c57057_gl 作为 关键 基因 。 


























































































































3 讨论 





内 切 葡 聚 糖 酶 在 分 解 木质 纤维 素 过 程 中 发 挥 巨 
大 的 先导 作用 ,在 纤维 素 酶 系 中 有 着 极其 重要 的 地 
位 ,为 了 解决 国际 市 场 商业 纤维 素 酶 成 本 高 .纤维 素 
降解 效率 低 的 问题 ,增进 对 人 竹 纤维 的 生物 质 能 源 转 
化 的 高 效 性 ,迫切 需要 挖掘 更 多 的 纤维 素 酶 来 解决 
当前 的 技术 难题 (Singh and Gu, 2010; Huang et al., 
2016), 

目前 生物 法 中 有 用 诱导 选 育 的 里 氏 木 等 
Trichoderma reesei 和 黑 曲 考 Aspergillus niger 产 纤 维 
素 酶 降解 纤维 素 取得 较 好 效果 ( Nasir et al., 2015; 
Meng et al., 2018) ,以 及 对 具有 “天 然 生 物质 利用 系 
统 ”(NBUSs) 的 天 牛 \ 竹 虫 、 白 蚊 等 昆虫 对 纤维 素 降 
解 进行 研究 有 一 定 的 进展 (Pauchet et al., 2014; 
Saadeddin, 2014) 。Luo 等 (2018) 对 长 足 大 人 竹 象 纤维 
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表 5 长 足 大 竹 象 发 育 转 录 组 中 内 切 葡 聚 糖 酶 基因 CAZy 分 类 及 注释 信息 
Table 5 CAZYy classification and annotating information of endonuclease genes in 
the developmental transcriptome of Cyrtotrachelus buqueti 
JFR 分 子 功能 细胞 成 分 
基因 Gene CAZy NR ID KO ID i B pide sein Cellular 
pathway function component 
c57507 gl GH45 ADU33247.1 E P45699 PF02015 GO 0005975 GO 0008810 三 一 
c61400_gl GH45 AEE61670. 1 三 一 一 一 一 一 一 
c61400_g2 GH45 ADU33249.1 = 097401 PF02015 GO :0005975 GO :0008810 一 = 
c64192 gl GH45 ADU33246. 1 = 097401 PF02015 GO :0005975 GO :0008810 一 一 
c39730_gl  GH5 CEP01624. 1 一 P40566 - - - - - 
c60558 gl | GH5 XP. 004351519. 1 三 AlC8U0 PF00150 GO 0005975 GO :0004553 GO 0009341 - 
c25376 gl GHS XP. 004345101.2 K01210 Q12700 - - - - - 
c48026_g2 GH5 XP. 004345101.2 - P29717 - - - - - 
c49050 gl  GH5 XP. 004345101.2 K01210 Q96V64 PF00150 GO 0005975 GO :0004553 = z 
c52964 g2 GHS XP. 004345101.2 K01210 Q5B6Q3 PF00150 GO :0005975 GO :0004553 E = 
c67425 gl GHS XP. 004345101.2 K01210 QOCHZ8 PF00150 GO 0005975 GO :0004553 GO:0017177 x 
c90120 g1  GH5 XP. 004345101.2 K01210 Q875R9 = - - - - 
c91666 g1 GHS XP. 004345101.2 K01210 A2RAR6 = zz - - - 
c92778 gl GHS XP. 004345101.2 K01210 A2QX52 PF00150 GO 0005975 GO 0004553 - - 
c8325 sg]  GH5 XP. 002783561. 1 - P40566 PF00150 GO 0005975 GO :0004553 - S 
c69012_g1 GH74 XP_006630890. 1 一 A8PE82 - = = = K0G3511 
c57390 gl GH74 XP. 001460540. 1 一 A8PE82 三 = = = K0G3511 
c66553_g1 GH74 ERL95566. 1 K06233 088307 PF00041 = GO :0004222 一 KOG1215 
c37145_gl GH74 XP. 009688846. 1 三 BOE2U2 PF02742 GO 0006355 GO 0046983 = K0G3511 
c53788 gl GH9 XP. 001810693. 2 三 P26221 PF00759 GO :0005975 GO :0004553 - 一 
c53955 gl GH9 XP. 009064976. 1 z Q8S8Q4 PF00759 GO :0005975 GO :0004553 一 = 
c64914_gl GHS AEE63265.1 K01229 Q95X01 PF00150 GO :0005975 GO :0004553 - 一 
c65030 g1 GHS AEE61591.1 K01229 Q95 X01 PF00150 GO 0005975 GO :0004553 GO 0005789 一 
c65030_g6 GHS AEE61591.1 K01229 Q95 X01 PF00150 GO 0005975 GO 0005515 GO 0005789 = 
c65934_g1 GHS ERL86564. 1 K01229 Q95X01 PF08783 - GO 0008270 GO 0005634 - 
c68119 g1  GH5 ERL86564. 1 K01229 Q95 X01 PF00150 GO 0005975 GO :0004553 GO 0005737 x 
c97802 gl GHS AEE61591.1 K01229 Q95 X01 PF00150 GO :0005975 GO :0004553 全 - 
A B 


A: 所 有 内 切 葡 聚 糖 酶 基因 All endoglucanase genes; B: 剔除 低 表 达 量 后 的 基因 Genes that excluded low expression level. Egg: BH Egg; Larva: 幼 虫 
前 Pupa; Female; MERE Female adult; Male: 雄 成 虫 Male adult. 
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长 足 大 竹 象 发 育 转录 组 内 切 葡 聚 糖 酶 基因 的 表达 热 图 


Fig. 5 Expression pattern of endoglucanase genes in the developmental transcriptome of Cyrtotrachelus buqueti 
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图 6 长 足 大 人 竹 象 内 切 葡 聚 糖 酶 关键 基因 表达 分 析 
Fig. 6 Expression analysis of key genes of endoglucanases in Cyrtotrachelus buqueti 
A: 657507 gl 在 幼虫 和 雌雄 成 虫 肠 道内 的 表达 量 Relative expression level of 657507. gl in the intestine of larva, and female and male adults; B 
c64192. el 在 幼虫 和 雌雄 成 虫 肠 道内 的 表达 量 Relative expression level of c64192_gl in the intestine of larva, and female and male adults; C; WHJ 
葡 聚 糖 酶 基因 主要 公 因 子 的 PCoA 分 析 图 PCoA analysis of the major common factors of the endoglucanase gene. 图 A 和 B 中 数据 表示 平均 值 圭 标 
准 误 ; 柱 上 不 同 小 写字 母 代表 显著 性 差异 (P<0.05, 单 因 素 方 差分 析 ) Data in Figs. A and B are mean + SE, and different lowercase letters above 
bars represent significant difference ( P «0.05, one-way ANOVA). 












































A6 长 足 大 竹 象 内 切 葡 聚 糖 酶 基因 表达 与 酶 比 活力 Pearson 相关 性 分 析 
Table 6 Pearson correlation analysis between gene expression and specific enzyme activity 


of endoglucanase in Cyrtotrachelus buqueti 


c64192 gl c57507. gl c65030 g6 . c97802 gl c60173. gl c64914 gl c65934 gl 














皮尔 逊 相关 性 
酶 比 活力 0.704 * 0. 894 ** -0.452 -0.356 0.244 -0.511 0.516 
Pearson correlation 
Specific enzyme 2 
e. 显著 性 ( 双 尾 ) 
activity 0. 034 0.001 0.222 0. 346 0.527 0.159 0.155 


Significance (two-tailed ) 








c65964_g2  c64914 gl  c54388 g2 c65934_g1 c68119_g1 c92778_g1 ^ c66553 gl 














] 皮尔 逊 相关 性 
酶 比 活力 . -0.734* 0.172 -0.889 一 -0.752* 0. 289 - 0.492 0.701 * 
Pearson correlation 
Specific enzyme " 
ax 显著 性 ( 双 尾 ) 
activity 0.024 0.658 0.001 0.019 0.451 0.178 0.036 


Significance (two-tailed ) 














“在 0.05 水 平 ( 双 尾 ) 相关 性 显著 Significant correlation at the 0. 05 level (two-tailed); ** f 0.01 水 平 ( 双 尾 ) 相 关 性 显著 Significant correlation at 
the 0.01 level (two-tailed). 


素 酶 的 降解 能 力也 进行 了 相应 的 研究 ,从 中 发 现 长 iced edo E RU eU Eo Qd 
足 大 人 竹 象 具有 完整 的 纤维 素 酶 系 , 且 有 对 人 竹 纤 维 具 “学 性 质 依然 不 清楚 。 本 研究 发 现 ,长 足 大 人 竹 象 成 虫 
有 较 强 的 降解 能 力 。 然 而 ,至 今 关于 长 足 大 竹 象 消 与 幼虫 肠 道 中 的 内 切 区 桶 六 本 反应 的 最 适 pH 温度 
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均 不 相同 。 这 种 现象 在 二 纹 柱 性 叶 甲 Gallerucida 
bifasciata 成 虫 及 幼虫 中 也 有 出 现 ( 李 燕 利 ,2013 ) 。 
本 研究 中 成 虫 与 幼虫 的 sapie lies 的 最 适 
H 分 别 为 5.6 和 4.8, 偏 酸性 。 说 明 在 酸性 环境 下 
Sp ee a 
更 加 有 利 的 。 然 而 ,对 于 不 同 的 昆虫 来 说 ,内 切 葡 聚 
糖 酶 反应 的 最 适 温度 有 所 不 同 。Yang 等 (2004 ) 对 
WW AHI Odontotermes formosanus En E 内 切 
葡 聚 糖 酶 进行 研究 发 现 ,其 反应 的 最 适 温度 是 
51°C 1 EE 
至 高 于 其 体内 温度 ,在 40%C - 5570 7 [8], KEKI 
象 成 由 和 幼虫 中 内 切 葡 聚 糖 酶 最 适 反 应 温度 分 别 在 
45*C 5 35C ,可 以 看 出 长 足 大 竹 象 消化 道内 切 简 聚 
糖 酶 的 反应 条 件 较 为 温和 。 
酶 的 产生 与 基因 的 表达 密切 相关 。 目 前 已 经 有 
100 多 个 物种 7 000 多 个 纤维 素 酶 基因 被 公布 ,诸多 
内 切 葡 聚 糖 酶 基因 已 经 被 克隆 并 成 功 表达 。 
Seneesrisakul 等 ( 2017) 从 泰国 高 等 白蚁 
Microcerotermes sp. 中 得 到 的 内 切 葡 聚 糖 酶 基因 在 周 
质 渗 漏 的 大 肠 杆菌 中 得 以 高 效 表 达 , 同 样 杨 金 莹 等 
(2011 ) 将 短小 芽孢 杆菌 Bacillus pumilus 的 内 切 葡 聚 
糖 酶 基因 在 酵母 中 也 实现 了 高 表达 ;Li 等 (2011 ) 从 
绿色 木 霉 Trichoderma viride 菌株 AS 3. 3711 中 克隆 
PAIAR CEG HL) 基因 在 家 符 Bombyx 
mori 中 实现 表达 并 应 用 于 养 看 。 内 切 葡 聚 糖 酶 的 异 
源 表 达成 功 ,为 长 足 大 人 竹 象 内 切 葡 聚 糖 酶 的 异 源 表 
达 积 累 了 经 验 基 础 。 内 切 葡 聚 糖 酶 主要 属于 GH3， 
5,6,7,9 和 12 SERIK FER E SF (2008) 以 黑 胸 
BEL Reticulitermes chinensis 为 研究 对 象 ,探究 其 肠 
道 纤 维 素 酶 基因 ,发 现 得 到 的 纤维 素 酶 基因 与 GH7 
KKA OE mm B) US PES TE JL Rh X ERE 
( Cerambycidae ) 昆虫 的 内 切 葡 聚 糖 酶 中 Am-EGase 
M- Bh-EGase M jg F CH5, Am-EGase 工 与 Bh- 
EGase 工 则 属于 GH45 (4E , 2016 ) 。 本 研究 中 从 
长 足 大 人 竹 象 发 育 转录 组 中 筛选 到 27 个 内 切 葡 聚 糖 
酶 基因 ,其 中 62. 96% 属于 GH5 ,说 明 可 能 该 家 族 在 
长 足 大 竹 象 实现 纤维 素 降 解 过 程 中 起 到 了 关键 性 作 
用 。 其 中 ,相对 高 表达 的 10 个 基因 在 幼虫 和 成 虫 时 
期 表达 量 显著 高 于 其 他 时 期 ,这 与 长 足 大 人 竹 象 幼虫 
和 成 虫 取 食 竹 纤维 的 习性 是 相关 的 。 通 过 酶 活性 与 
酶 基因 表达 量 关 联 性 分 析 , 发 现 064192 gl 和 
c57507_gl 表达 量 与 酶 活性 呈 显 著 正 相关 ,qRT-PCR 
结果 也 显示 这 两 个 关键 基因 在 幼虫 与 成 虫 期 表达 量 
很 高 , 且 在 肉 成 虫 中 表达 更 为 显著 ,这 一 结果 也 与 酶 








































































































活性 结果 中 峻 成 虫 中 活性 更 高 相对 应 ,也 与 Luo 等 
(2018) 的 研究 结果 一 致 。 

本 研究 通 对 长 足 大 人 竹 象 整个 消化 道内 切 葡 聚 糖 
酶 基因 和 了 酶 特性 研究 ,揭示 了 长 足 大 竹 象 消 化 道内 
切 葡 聚 糖 酶 的 最 适 反 应 条 件 ,为 进一步 研究 长 足 大 
位 象 的 内 切 葡 聚 糖 酶 提供 数据 参考 ;通过 对 发 育 转 
录 组 进行 分 析 ,找到 了 两 个 与 内 切 葡 聚 糖 酶 活性 正 
相关 的 关键 基因 ,为 通过 基因 克隆 实现 酶 的 高 表达 
提供 新 的 基因 选择 ,有 利于 实现 害虫 的 资源 化 利用 
和 解决 竹 木 质 纤 维 酶 解 技 术 难 题 ,为 竹 木 质 纤维 的 
生物 质 能 源 化 利用 夯实 理论 基础 。 本 研究 未 能 将 长 
足 大 人 竹 象 消化 道 分 肠 段 进行 酶 活性 规律 探究 ,原因 
在 于 尽管 昆虫 有 较为 完整 的 纤维 素 消 化 系统 ,但 目 
前 国内 外 未 有 过 关于 单独 依靠 酶 系统 就 能 高 效 降解 
木质 纤维 素 的 报道 ,后 续 我 们 将 探究 长 足 大 竹 象 消 
化 道 降解 竹 纤维 的 作用 机 理 和 上 肠 道 微生物 与 酶 系统 
的 协同 作用 。 内 切 葡 聚 糖 酶 基因 在 微生物 异 源 表达 
产 酶 ,还 有 待 进一步 探究 。 
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